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wodurch das Fluoreszenzlicht auf die Seite S2 triffVund von dieser in Richtung 
einer Detektionseinheit, hier beispielhaft bestehend aus einem Linienfilter LF, 
einem Farbteiler NFT und zwei Detektoren fur unterschiedliche Wellenlangen , 
reflekiert wird. 

Durch die niedrige e Bandbreite des AOTF von~ea. 2*nmiBandbreite fur das 
Anregungslicht wirkt er als extremer Kantenfilter mit detitlichen Vorteilen etwa 
gegen dichroitische Filter mit Bahdbreiten gro&er 10*nm. 
Das ist von besonderer Bedeutung, weil der Abstand von 
Anregungswellenlange und Fluoreszenzwellenlangen kleiner als 10 nm sein 
kann und durch die erfindungsgemalie Anordnung eine 
wellenlangenabhangige Trennung dennoch moglich ist. 
Durch Frequenzanderung kann der AOTF von der Wellenlange des Lasers L1 
auf die Wellenlange des Lasers L2 umgeschaltet werden und wiederum das 
Anregungslieht«v©m Fj|u0reszenz1ich^getrennt*werden. 

Statt des Prismas^mit«den*Seiten Sl^Sg^konneniaeich^zweisian'abhangigei den 
Seiten S 1 , S2«entsprechende^aber*inTeht zusammel^hangende^Spiegel 
verwendet werden. 

Ein Vorteil ist,*daB diese*aueh driehbap»ausgebildet*sein "kSnnenv urn eine 
genaue Einstellung aut'denr A'OTF bzwrdie Detektiori*DE zu*erm6glichen. 
In Fig. 2 ist eine ahnliche Anordnung mit nur einem Scanner SC dargestellt. 
Hier ist statt des Prismas ein Spiegel S vorgesehen, der das Anregungslicht in 
Richtung des AOTF analog zu Fig. 1 umlenkt, wobei hier das in nullter 
Ordnung zuriickkehrende Fluoreszenzlicht durch den AOTF hindurchgehende 
Licht neben dem Spiegel S verlauft und auf diese Weise in Richtung einer hier 
nicht dargestellten Detektion gelangt. 

Grundsatzlich sind auch Anordnungen denkbar ,%ei der der AOTF allein als 
Separationseinheit von Anregungslicht und Fluoreszenzlicht dienen kann, 
indem das Laserlicht in Richtung der ersten Ordnung ohne ein vorgeschaltetes 
Element in den AOTF gelangt und das Detektionslicht unter einem Winkel zum 
Anregungslicht den AOTF verlalit und direkt in eine Detektioneinheit gelangt, 
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was lediglich Auswirkungen auf die Baulange hat, da der Winkel mit 
b ispielsweise vier Grad recht klein ausfallt und Oberlagerungen der 
Wellenlangenanteile vermieden werden sollen. 

Weiterhin kann auch nur fur das Fluoreszenzlicht ein separierender Spiegel 
vorgesehen sein. 

In Fig. 3 ist eine weitere vorteilhafte Ausfuhrung in Form eines unverspiegelten 
Prismas vorgesehen, das durch Brechung das Licht eines Anregungslasers in 
erster 

Ordnung in den AOTF hineinfuhrt und die nullte Ordnung ( das 
Fluoreszenzlicht) in Richtung der Detektion DE ablenkt. 
Durch den Winkel zwischen erster und nullter Ordnung und unterschiedlicher 
Wellenlangen ist vorteilhaft eine deutliche Separierung der 
Wellenlangenanteile moglich. 

Diwe Erfindung ist besonders vorteilhaft in einem Laser- Scanning'- Mikroskop 
mit einem AOTF anwendbar. 

Andere vorteilhafte Anwendungen eines anderen lichtbeugenden Elementes 
zur Starhlungstrennung durch verschiedene Beugungsordnungen sind jedoch 
in einem mikroskopischen Strahlengang denkbar und vorteilhaft in den 
Umfang der Erfindung eingeschlossen. 

In Fig. 4 sind mehrere derartige Elemente , hier AOTF und AOM im 
Laserstrahlengang zur Einkopplung der Laserstrahlung vorgesehen. 
Hier konnen mehrere Laserlinien L1-L3 wie UVA/IS oder IR simultan mit 
voneinahder unabhangig einstellbarer Anregungsleistung oder einzeln 
eingekoppelt werden. 
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Anordnung eines lichtbeugenden Elementes zur Separierung von Anregungs- 
und Emissionlicht in einem mikroskopischen Strahlengang, vorzugsweise in 
^einem konfdk'alen^Mikroskop, und insbesomdere in einemsiL-ase^SGanning - 
Mikroskop, 

nach DE 19859314.7, wobei dieses auch zur Regelung der 
Anregungsintensitat eingesetztwird. 


Anordnung mehrerer lichtbeugenden Elemente in einem mikroskopischen 
Strahlengang, vorzugsweise in einem konfokalen Mikroskop, und insbesondere 
in einem Laser- Scanning - Mikroskop 

nach DE 19859314.7, wobei diese simultan oder einzeln zur Einkopplung 
unterschiedlieher Welleniangen eingesetzt^wetiden. 
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Titel: 

Anordnung zur Separierung von Anregungs- und Emissionslicht in einem Mikroskop 

In Fig. 1-3 werden beispielhaft erfindungsgemafie Anordnungen erlautert. 
In Fig.-1 wird*(aber/eimen»Sp:'^ 

( Anregungslielnfyzweier Laser L1fL2^mit untepselniedli©hen%WelleMaiagen in einen 
gemeinsamen Strahlengang eingekoppelt,, der an der Seite Sl eines verspiegelten 
Prismas in Riehtung*eines*A©TF ( Aeousto-OptiealTunable^FJilter) reflektiert wird. 
Das Anregungslicht wird in den AOTF eingefuhrt, wobei in der ersten Ordnung 
gebeugtes Licht fur uber die Ansteuerfrequenz des AOTF eingestellte Wellenlaxige 
genau in Richtung eines Pinholes PH mit vor - und nachgeordneter Pinholeoptik 
PHO zur Einstellung des Strahlprofiles abgelenkt wird, wahrend andere mogliche 
Wellenlangen ungebeugt in nullter Ordnung den AOTF durchqueren 
und nicht auf das Pinhole gelangen. 
Das Pinhole PH£dient<foier*glete^ 

Uber Scaneinheiten SC1-, SC2 und eine SeanoptifcSGO wird das Anregungslicht 
in Richtung eines*MikroskopischeR?»Strahlenga.pgs MI*irisRishtuing*einer*Probe 
abgebildet. 

Das von der Probe emittierte Licht, be'sfehend-aus Anteilen des-Anregungslichtes 
und wellenlangenverschobenen Flureszenzanteilent'durchiatift den Lichtweg in 
umgekehrter Richtung bis zum AOTF. Hier gelangen die Wellenlangenanteile des 
Anregungslichtes wiederum Qber die Beugung erster Ordnung auf die Spiegelseite 
S1 des Prismas PS, wShrend die Fluoreszenzanteile den AOTF ungebeugt in nullter 
Ordnung durchqueren und dadurch einen Winkel zum reflektierten Anregungslicht 
einnehmen. 

Zwischen den ruckkehrenden Strahlen nullter und erster Ordnung ist nun genau die 
Spitze zwischen den Prismenflachen S1 und S2 angeordnet, wodurch das 
Fluoreszenzlieht auf die Seite S2 trifft und von dieser in Richtung einer 
Detektionseinheit/hiepbeispielhaft bestehend aus einern Linienfilter LF, einem 
Farbteiler NFT-und -zwei Detektoren fur unterschiedliche Wellenlangen , reflekiert 
wird. 


Durch die niedrige Bandbreite des AOTF von ca. 2 nm Bandbreite fur das 
Anregungslicht wirkt er als extremer Kantenfilter mit deutlichen Vorteilen etwa 
gegen dichroitische Filter mit Bandbreiten grofier 10 nm. 

Das ist von besonderer Bedeutung, weil der Abstand von Anregungswellenlange 
und Fluoreszenzwellenlangen kleiner als 10 nm sein kann und durch die 
erfindungsgemafce Anordnung eine wellenlangenabhangige Trennung dennoch 
moglich ist. 

Durch Frequenzanderung kann der AOTF von der Wellenlange des Lasers 11 auf 
die Wellenlange des Lasers L2 umgeschaltet werden und wiederum das 
Anregungslicht vom Fluoreszenzlicht getrennt werden. 

Statt des Prismas mit den Seiten S1, S2 konnen auch zwei unabhangige, den Seiten 
S1.S2 entsprechende, aber nicht zusammenhangende Spiegel verwendet werden. 
Ein Vorteil ist, dafX diese auch drehbar ausgebildet sein' konnen, urn eine genaue 
Einstellung auf den AOTF bzw. die Detektion DE zu ermoglichen. 
In Fig. 2 ist eine ahnliche Anordnung mit nur einem Scanner SC dargestellt. 
Hier ist statt des Prismas ein Spiegel S vorgesehen, der das Anregungslicht in 
Richtung des AOTF analog zu Fig. 1 umlenkt, wobei hier das in nullter Ordnung 
zuruckkehrende Fluoreszenzlicht durch den AOTF hindurchgehende Licht neben 
dem Spiegel S verlauft und auf diese Weise in Richtung einer hier nicht 
dargestellten Detektion gelangt. 

Grundsatzlich sind auch Anordnungen denkbar , bei der der AOTF allein als 
| Separationseinheit von Anregungslicht und Fluoreszenzlicht dienen kann, indem das 
Laserlicht in Richtung der ersten Ordnung ohne ein vorgeschaltetes Element in den 
AOTF gelangt und das Detektionslicht unter einem Winkel zum Anregungslicht den 
AOTF verlafct und direkt in eine Detektioneinheit gelangt, was lediglich 
Auswirkungen auf die Baulange hat, da der Winkel mit beispielsweise vier Grad 
recht klein ausfallt und Oberlagerungen der Wellenlangenanteile vermieden werden 
sollen. 

Weiterhin kann auch nur fur das Fluoreszenzlicht ein separierender Spiegel 
vorgesehen sein. 

In Fig. 3 ist eine weitere vorteilhafte Ausfuhrung in Form eines unverspiegelten 
Prismas vorgesehen. das durch Brechung das Licht eines Anregungslasers in erster 
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Ordnung in den AOTF hineinfiihrt und die nullte Ordnung ( das Fluoreszenzlicht) in 
Richtung der Detektion DE ablenkt. 

Durch den Winkel zwischen erster und nullter Ordnung und unterschiedlicher 
WellenlaYigen ist vorteilhaft eine deutliche Separierung der Wellenlangenanteile 
mOglich. 

Diwe Erfinduing*ist*besonders vorteilhaft in einem -baser* Scanning'- Mikroskop mit 
einem AOTF anwendbar. 

Andere vorteilfoafte Anwendungen eines amderen Hchtbeugenden Elementes zur 
Starhlungstrennung durch verschiedene Beugungsordnungen sind jedoch in einem 
mikroskopischen Strahlengang denkbar und vorteilhaft in den Umfang der Erfindung 
eingeschlossen. 
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Pat ntanspriiche 
1. 

Anordnung eines lichtbeugenden Elementes zur Separierung von Anregungs- und 
Emissionlicht in einem mikroskopischen Strahlengang, vorzugsweise in einem 
konfokalen Mikroskop, und insbesondere in einem Laser- Scanning - Mikroskop. 
2. 

Anordnung nach Anspruch 1 , wobei das lichtbeugende Element sowohl vom 

Anregungslicht als auch vom Emissionslicht durchlaufen wird. 

3. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, 
wobei das lichtbeugende Element mindestens eine Wellenlange der Anregung 
durch Beugung beeinflufct, wahrend andere von der Probe emittierte Wellenlangen 
| das Element unbeeinflulit durchlaufen und dadurch raumlich vom Anregungslicht 
getrennt werden. 
4. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, 
wobei im Anregungsstrahlengang vor dem Element und/ Oder im 
Detektionsstrahlengang nach dem Element zur verbesserten Trennung der 
Lichtanteile mindestens ein die Lichtrichtung beeinflussendes optisches Element 
vorgesehen ist. 
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4. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, 
mit einem AOTF als lichtbeugendes Element. 

6. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, 
mit einem Refiexionselement als optisches Element 
7. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, 
mit einem lichtbrechenden Element als optisches El ment 
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Zusammenfassung 


Anordnung eineslichtbeugenden Elementes zur Separierung von Anregungs- und 
Emissionlicht in einem mikroskopischen Strahlengang, vorzugsweise in einem 
konfokalen* Mikroskop, und insbesondere in einem Laser- Scanning - Mikroskop, 
wobei das lichtbeugende Element sowohl vom Anregungslicht als auch vom 
Emissionslicht durchlaufen wird und mindestens eine Wellenlange der Anregung 
durch Beugung beeinflufct, wahrend andere von der Probe emittierte Wellenlangen 
das Element unbeeinflufct durchlaufen und dadurch raumlich vom Anregungslicht 
getrennt werden. 
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